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脳は神経細胞から成る複雑な神経細胞ネットワークを形成しており、細胞間の情報伝達により脳の情
報処理を実現している。神経細胞ネットワークの機能的結合特性を明らかにするためには、特定の細胞
や細胞群を高精度に刺激することにより発生する神経活動の時間的、空間パターン解析が不可欠となる。
我々の研究室では、これまでに神経細胞への付加的な影響がほとんどない状態で特定の細胞を制御する
手法として、超短パルス光源であるフェムト秒レーザーを用いた手法に着目し、単一神経細胞のみを選
択的に刺激することに成功しており、神経細胞ネットワークの機能解析への応用が期待される。本研究
では、フェムト秒レーザーを用いた細胞内局所刺激により、神経細胞ネットワークの機能特性を評価す
る手法について検討した。 
 ラット海馬由来培養神経細胞に蛍光カルシウム指示薬を負荷し、フェムト秒レーザー照射に伴う細胞
内 Ca2+濃度の蛍光測定を行った。測定システムを改良することにより、従来と比較して高い時空間分解
能において神経細胞ネットワークの可視化に成功した。蛍光カルシウム指示薬を負荷した神経細胞の細
胞体にフェムト秒レーザーを集光すると、時定数が大きく、振幅も大きな蛍光強度の変動に加えて、細
胞内 Ca2+スパイクの変動を確認した。フェムト秒レーザー照射に伴う周囲の神経細胞の蛍光強度の経時
変化に着目し、神経細胞の空間伝搬について検討した。単一神経細胞にフェムト秒レーザーを集光する
と、レーザー照射直後より細胞体において蛍光強度の増加がみられたのに引き続いて、近接する細胞に
おいても蛍光強度が増加し、ぞれぞれの細胞内 Ca2+スパイクが同期して複数回確認されたことから、フ
ェムト秒レーザーを用いた細胞内局所刺激に伴い、近接する細胞へ神経活動の伝搬が誘発されたと考え
られる。また、レーザー照射した神経細胞に引き続き、同位置に二回目のレーザーを照射した場合にお
いても、蛍光強度の増加がみられたことから、神経細胞を損傷することなく複数回刺激できることを示
した。さらに、蛍光カルシウム指示薬を負荷した神経細胞の神経突起にレーザーを集光すると、レーザ
ー光の集光位置より蛍光強度の増加がみられ、細胞外 Ca2+を除去した細胞外液においてフェムト秒レー
ザー照射に伴う蛍光強度の増加がみられなかった。これらの結果は、フェムト秒レーザー照射に伴い、
レーザー集光領域において細胞膜に微小穿孔が生じ、細胞外からのイオン流入を促すことにより細胞内
Ca
2+濃度が上昇したと考えられ、フェムト秒レーザーを用いた細胞内局所刺激メカニズムを明らかにした。
以上の結果から、本手法が神経細胞ネットワークにおける機能的結合特性の評価に有効であることを示
した。 
